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RESUMEN 
 
     La Enfermedad de Chagas constituye un problema de salud pública en Venezuela, cuyas alteraciones están representadas 
fundamentalmente por el desarrollo de miocardiopatías incapacitantes. En la actualidad, las causas de las miocardiopatías no 
son realmente conocidas y tampoco existe tratamiento; sin embargo, dentro de la teoría neurogénica se ha postulado que el 
Sistema Colinérgico está involucrado en su desarrollo. Con el fin de dilucidar el estado del Receptor Colinérgico Muscarínico 
(RCM) en ésta enfermedad, se establecieron dos grupos de animales: Control (ratas sanas) y Experimental (ratas con 
Enfermedad de Chagas en etapa crónica), posteriormente las ratas fueron sacrificadas, disecando en corazón Ventrículo 
Izquierdo (VI), Ventrículo Derecho (VD), Tabique Interventricular (TIV), Aurícula (Au) y en el encéfalo Tronco Encefálico (TE). 
Se determinó la cantidad de proteínas mediante el método de Lowry, la densidad de RCM y los efectos de agonistas (Carbacol) 
y antagonistas selectivos (Pirenzepina,  Metoctramina, 4-DAMP y Tropicamida) por medio de ensayos de radioligandos usando 
[3H]-QNB como marcador radioactivo. Los resultados mostraron en TE una disminución  significativa de la cantidad de 
proteínas en ratas con Enfermedad de Chagas; en  VD se encontró una supersensibilidad significativa del RCM en ratas 
Chagásicas, mientras que en TIV, VI y Au no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos. En las curvas de 
desplazamiento del [3H]-QNB por agonistas y antagonistas selectivos, no se encontraron diferencias significativas en el perfil 
de desplazamiento y en los valores de CI50, al comparar los dos grupos. En conclusión, la expresión de proteínas y del RCM se 
encuentran alteradas en TE y VD, respectivamente.  
  
ABSTRACT 
 
     Chagas’s disease is a public health problem in Venezuela. The consequences of the disease is a develop Chagas’s chronic 
myocardiopathy, characterized by heart failure and sudden death. Currently, neither myocardiopathy cause nor treatment are 
really known, however, the neurogenic theory postulate that cholinergic system are involved in pathogenesis of 
myocardiopathy. With the goal to elucidate muscarinic cholinergic receptor(MCR) changes in Chagas’s disease we established to 
groups of Sprague Dawley rats: control (healthy rats) and experimental (rat in the chronic state of Chagas’s disease). Rats 
were sacrificed and medulla pons (MP), atrium, right cardiac ventricle (RV), left cardiac ventricle (LV) and interventricle wall 
(IVW) were dissected. Protein were determined by Lowry’s method and MCR density and the effects of agonists (carbachol) and 
selective antagonists (pirenzepine, methoctramine, 4-DAMP and tropicamide) by means of binding assays using [3H]-QNB as a 
radioactive marker. Results shown a significant decrease of protein content in MP and a significant increase of MCR number in 
RV of Chagas’s disease rats. In the other regions we did not observed any significant differences. Displacement agonist or 
antagonist curves have similar profiles and IC50s in both groups. In conclusion, the expression of protein and MCR are altered in 
MP and RV, respectively, in rats with Chagas’ disease. 
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INTRODUCCIÓN 
 
     La Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana 
es una parasitosis exclusiva del continente americano, 
causada por un  hemoprotozooario denominado  
Trypanosoma cruzi y transmitido al hombre a través de  
insectos hematófagos triatominos (1). Constituye un 
problema de salud pública que no tiene tratamiento definitivo 
y que causa severos trastornos cardiacos relacionadas con 
baja productividad y pobreza en las áreas afectadas. Las 
manifestaciones patológicas de los pacientes cardiacos 
pueden variar desde alteraciones electrocardiográficas 
menores hasta fallas cardiacas. La Insuficiencia Cardiaca 
Congestiva representa un estado avanzado en la enfermedad 
(2) y junto con las arritmias representa la principal causa de 
mortalidad (3). 
 
     En el desarrollo de la Enfermedad de Chagas se han 
sugerido diversas teorías, entre las cuales tenemos: la teoría 
neurogénica y la teoría auto inmune (4). La teoría 
neurogénica postula que los cambios miocárdicos son 
debidos a pérdida de control autonómico del corazón, como 
resultado de la destrucción selectiva e irreversible  de las 
neuronas vagales post-ganglionares del nodo sinusal, 
durante la etapa aguda de la enfermedad. El daño 
miocárdico podría iniciarse por atenuación de la influencia 
parasimpática en el corazón y por una sobreactivación 
sostenida y permanente  del sistema nervioso simpático 
(5,6). El fenómeno de la autoinmunidad ha sido ampliamente 
discutido por diversos autores (citados en 4) y se cree que 
esta podría resultar de una pérdida de tolerancia a auto-
antígenos inducida por el T. cruzi o a la existencia  de un 
mecanismo de reacción cruzada dirigido a componentes 
específicos de las células de diferentes tejidos de mamíferos 
que tengan semejanzas estructurales a un antígeno dado del 
parásito, y es esto lo que se conoce como mimetismo 
molecular (4, 7). El mecanismo del mimetismo molecular 
parece estar envuelto en la producción de auto anticuerpos 
capaces interactuar con  receptores β adrenérgicos, 
receptores  colinérgicos  muscarínicos M2 y receptores 
colinérgicos nicotínicos (referencias en 8). Tanto la teoría 
neurogénica como la  teoría autoinmune involucran al 
receptor colinérgico muscarínico, sin embargo, las 
consecuencias tróficas son diferentes de acuerdo a la teoría. 
En la primera debería haber una supersensibilidad 
postsináptica del receptor muscarínico debido a una 
denervación presináptica, mientras que la segunda teoría 
predice una supersensibilidad postsináptica del receptor 
muscarínico, debido a la acción agonista y tóxica del 
anticuerpo. 
 
     En el presente trabajo con el fin de evaluar las teorías 
neurogénica y auto inmune, se estudia el estado del receptor 
colinérgico muscarínico en tronco encefálico y tejido cardíaco 
de ratas infectadas con T. cruzi mediante ensayos de unión 
de radioligandos utilizando [3H]-QNB como marcador.  
 
METODOLOGÍA 
 
     Muestra y Diseño Experimental. La muestra estuvo 
conformada por 64 ratas machos Sprague Dawley: 28 ratas 
sanas y 36 ratas que fueron inoculadas con 1000 
parásitos/gr de peso de tripomastigotos metacíclicos de T. 
cruzi, cepa YBM, vía intradérmica, a las 3 semanas de edad. 
Después de los 6 meses de edad, las ratas fueron 
sacrificadas con Pentobarbital Sódico, para posteriormente 
extraerles el cerebro y corazón, a partir de los cuales se 
disecaron: Tronco Encefálico (TE); Ventrículo Derecho (VD); 
Ventrículo Izquierdo (VI); Tabique Interventricular (TIV) y 
Aurícula (Au). 
 
     Preparación de los Homogeneizados.  Las muestras de 
TE, VD, VI, TIV y Au fueron suspendidas 1:10 p/v en Buffer 
HEPES 25 mM pH 7.3, PMSF 0.1mM, pH: 7.2 – 7.3 y 
homogeneizados en ultraturrax (VI, TIV; 3 sesiones de 20 
seg. con intervalos de descanso de 5 min.) o en Pistilo de 
Teflón  (VD, TE, AU; 3 sesiones de 3 golpes c/u con intervalos 
de descanso de 3 – 5 min.). Los homogeneizados fueron 
filtrados a través de dos capas de gasas y guardados en 
alícuotas a – 20 ºC hasta su uso. La concentración de 
proteínas de las muestras se llevó a cabo mediante el método 
de Lowry (9) Lowry, 1954). 
 
     Ensayos de Unión de Radioligandos. La unión total fue 
determinada en presencia 0.5-1 mg de proteínas del 
homogeneizado, 500 pM de [3H]-QNB en un volumen final de 
2 ml completado con Buffer Hepes 25 mM, PMSF 0.1 mM, pH 
7.3 e incubados por 90 minutos a 37ºC. La unión inespecífica 
fue determinada en experimentos paralelos en presencia de 
Sulfato de Atropina 2 µM. La unión específica fue obtenida al 
sustraer a la unión total la unión inespecífica.  
 
     Los ensayos de inhibición fueron realizados en presencia 
0.5-1 mg de proteínas del homogeneizado, 100 pM de [3H]-
QNB y concentraciones crecientes de Carbacol (87.3 nM a 
22.9 mM), Pirenzepina (0.1 nM a 10 µM); Methoctramine (1 
µM a 3.8 pM); 4-DAMP (1 µM a 3.8 pM) y Tropicamide (0.01 
µM a 0.38 nM) en un volumen final de 3 ml completado con 
Buffer PBS pH 7.3. Se utilizaron dos tiempos de incubación, 2 
horas con el ligando frío seguido de 45 minutos con el 
ligando caliente. 
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     Los ensayos de unión y de inhibición finalizaron con la 
filtración del volumen del experimento,  a través de filtros 
fibra de vidrio GF-B, en un cosechador de células sometido a 
vacío y mediante 3 lavados del filtro con Buffer Fosfato 10 
mM frío. Los filtros fueron colocador en viales de vidrio y 
secados a 60ºC. Una vez secos los filtros se les agregó 5 mL 
de la solución de centelleo líquido (PPO/POPOP/Tritón X-
100/ Tolueno). La radioactividad emitida en cada vial fue 
medida utilizando un contador de centelleo líquido (Wallac 
1410, Pharmacia, Inc., Finlandia). 
 
     Análisis de los datos. Los datos son expresados como el 
promedio ± error estándar. El análisis estadístico de la 
diferencia entre los grupos fue realizada utilizando el test de 
Student, se aceptó como significativo valores de p<0.05. 
 
RESULTADOS 
 
     Expresión de proteínas. Los valores teciduales de 
proteínas son presentados en la Tabla 1 donde podemos 
observar que la expresión de proteínas disminuyó entre un 3 
y un 9% en aurícula, VD, TIV y TE de ratas infectadas con T. 
cruzi, sin embargo; sólo en TE la diferencia tuvo validez 
estadística (ver figura 1). En VI se observó un incremento del 
3.6 %, el cual no fue estadísticamente significativo. 
   
Figura 1 
Expresión de proteínas en TE (A) y de RCMs en VD (B) de ratas sanas e infectadas con T. cruzi. 
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     Las proteínas fueron determinadas mediante el método de 
Lowry y la densidad de RCMs mediante ensayo de 
radioligandos utilizando [3H]-QNB como marcador (ver 
materiales y métodos). En A se muestra como el tejido de TE 
expresa una menor concentración de proteínas en ratas con 
Enfermedad de Chagas. En B se observa una supersensibilidad 
del RCMs en VD de  ratas con Enfermedad de Chagas. * 
significa una p<0.05. 
 
 
 
     Expresión de los Receptores Colinérgicos Muscarínicos 
(RCMs). Los datos obtenidos se presentan en la tabla 1. En 
estos experimentos se utilizaron concentraciones saturantes 
de [3H]-QNB (500pM) con el objetivo de determinar el 
número de receptores colinérgicos (moles de [3H]-QNB 
unido específicamente) por unidad de proteínas (mg) o por 
unidad de tejido (grs) en los tejidos cardíacos y TE. Los 
resultados mostraron que aurícula, TIV, VI y TE mostraron 
una densidad similar de RCMs tanto en ratas infectadas con 
T. cruzi como en ratas sanas, mientras que en VD se 
observó un incremento significativo del 23 y 22 %  de la 
densidad de RCM tanto proteica como tecidual, 
respectivamente.  
 
     Ensayos de inhibición. No se obtuvieron diferencias 
significativas en los valores de DI50 o Ki para el agonista y 
para los antagonistas ensayados, al comparar las ratas 
controles con las ratas infectadas con T. cruzi (ver tabla 2). 
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Tabla 1 
Expresión de proteínas y del receptor colinérgico muscarínico en tejidos de ratas sanas y con enfermedad de Chagas. 
 
Densidad de Receptores Proteínas Teciduales 
(mg/gr) Densidad Proteica 
(fmol/mg) 
Densidad Tecidual 
(pmol/gr)  
Promedio ± EE N Promedio ± EE n Promedio ± EE n 
Control 116.10 ± 7.06 20 109.00 ± 9.97 20 8.81 ± 1.19 20 Aurícula 
Chagas 108.6 0 ± 6.96 28 112.00 ±  8.37 28 8.67 ± 0.83 28 
Control 111.80 ± 5.82 28 74.74 ± 4.12 28 8.33 ± 0.58 28 TIV 
Chagas 108.90 ± 5.38 36 75.20 ± 3.76 36 8.00 ± 0.50 36 
Control 138.60 ± 10.52 22 77.37 ± 3.47 22 10.73 ± 0.99 21 VI 
Chagas 143.6 ± 10.28 26 76.30 ± 3.77 26 11.01 ± 0.97 25 
Control 107.60 ± 6.50 23 58.69 ± 5.54 29 5.03 ± 0.99 22 VD 
Chagas 103.00 ± 5.16 27 72.29 ± 5.79 * 34 6.18 ± 0.36 * 26 
Control 106.6 ± 2.12 17 123.9 ± 6.80 17 13.10 ± 6.48 17 
TE 
Chagas 98.04 ± 2.46 * 18 128.7 ± 7.69 18 12.42 ± 6.26 18 
 
* significa p<0.05. TIV: tabique interventricular; VI: ventrículo izquierdo; VD: ventrículo derecho; TE: tronco encefálico.  
 
 
Tabla 2 
Desplazamiento de la unión de [3H]-QNB por Carbacol 
 
Sitio I Sitio II  
DI50 (M) (%) DI50 (%) 
Control 6.72 ± 2.44 x 10-6 70.50 ± 7.42 3.49 ±1.11x10-4 29.50 ± 7.42 VI 
Chagas 1.77 ± 0.74 x 10-7 51.00 ± 10.12 4.31 ±1.57x10-5 49.00 ± 10.12 
Control 1.38 ±0.26x10-5 69.88 ± 2.79 4.10 ±1.18x10-4 30.12 ± 2.76 TIV 
Chagas 1.26 ± 0.22 x10-5 76.00 ± 4.33 6.92 ±2.88x10-4 24.00 ± 4.33 
Control 4.48 ± 0.73x10-6 41.00 ± 3.29 1.91 ± 0.24x10-4 59.00 ± 3.29 
TE 
Chagas 8.88 ± 1.86x10-6 53.25 ± 4.11 2.70 ± 0.41x10-4 46.75 ± 4.11 
 
Los datos son expresados como el promedio ± error estándar. TIV: tabique interventricular; VI: ventrículo izquierdo; VD: ventrículo derecho; 
TE: tronco encefálico. 
 
Tabla 3 
Desplazamiento de la unión de [3H]-QNB por antagonistas. 
 
 Grupo 
Antagonista Región Control Chagas 
TE 1.87 ±0.16 x 10-6 1.26 ± 0.20 x 10-6 PZ 
TIV 2.71 ± 0.26 x 10-6 3.28 ± 0.49 x 10-6 
MT TE 6.92 ± 0.99 x 10-7 7.26 ± 0.45 x 10-7 
TE 4.12 ± 0.47 x 10-8 3.73 ± 0.51 x 10-8 4-DAMP 
VI 9.39 ± 0.32 x 10-8 6.77 ± 0.80 x 10-8 
TA TE 1.56 ± 0.10 x 10-6 1.34 ± 0.05 x 10-6 
 
Los datos representan el promedio ± error estándar de la DI50 expresada en molar. PZ: Pirenzepina; MT: Metoctramina; TA: Tropicamida 
TIV: tabique interventricular; VI: ventrículo izquierdo; TE: tronco encefálico. 
 
 
Boletín Médico de Postgrado. Vol. XX Nº 2 Abril – Junio 2004                                                        UCLA. Decanato de Medicina. Barquisimeto – Venezuela 
DISCUSIÓN 
 
     De acuerdo a la teoría neurogénica, el receptor colinérgico 
muscarínico juega un papel importante en el desarrollo de la 
miocardiopatía chagásica (5,6). El aspecto mas importante es 
la selectiva denervación de las neuronas parasimpáticas que 
hacen sinapsis en el nodo sinusal (5, 10). Como consecuencia 
de esto tenemos la atenuación del tono parasimpático, lo cual 
a su vez deja libre al sistema simpático para ejercer una acción 
no contrabalanceada (3). 
 
     Uno de los fenómenos esperados en la denervación 
colinérgica, es una supersensibilidad postsináptica de 
receptores, debido a una abolición de la liberación de 
acetilcolina en el espacio sináptico. En nuestros experimentos 
se logró demostrar una supersensibilidad del RCM en VD de 
ratas chagásicas, sustentando la teoría neurogénica como 
elemento teórico para explicar las alteraciones observadas. 
Ahora bien ¿Por que la supersensibilidad  de los receptores se 
observa solamente en VD y no en el resto de los tejidos 
ensayados?. Esta pregunta puede ser respondida tomando en 
consideración aspectos morfofuncionales: 1) las neuronas del 
nervio vago, cuyos axones llegan al VD podrían ser mas 
sensibles a sufrir daño por parte del T. cruzi, siendo la 
denervación de carácter selectivo;  2) la supersensibilidad es 
de carácter variable y fragmentario, restringida a grupos 
celulares determinados. Esto implicaría que el fenómeno 
estaría presente en algunas regiones de VI, TIV, aurícula y TE, 
sin embargo; fue diluido al analizar el tejido como un todo, al 
efectuarse la homogeneización. Asimismo plantearía que el 
fenómeno podría ser consecuencia de la liberación de factores 
tróficos locales restringido a los focos inflamatorios, los cuales 
por la naturaleza del antígeno tendría carácter variable.  
 
     La Miocardiopatía Chagásica es caracterizada por un 
infiltrado inflamatorio mononuclear y por una proliferación 
endotelial inducida por fenómenos inflamatorios y alteraciones 
de la microcirculación (11). Las células mononucleares liberan 
interleukinas o inmunoglobulinas una vez activadas por el 
antígeno y la activación del endotelio conduce a la liberación 
de endotelinas. Ha sido demostrado que las interleukinas son 
capaces de inducir la desensibilización del receptor 
muscarínico M2 (12), mientras que las endotelinas 
incrementan los niveles de ARNm y del receptor colinérgico 
muscarínico (13). De acuerdo a nuestros resultados los 
fenómenos de proliferación endotelial son mas pronunciados 
en VD. 
 
     Tanowitz y colaboradores en 1983 (14), trabajando en 
ratones en la etapa aguda de Enfermedad de Chagas  no 
observó cambios en las características cinéticas (Kd y Bmax) 
del RCM. Similarmente, Torres y colaboradores en 2000 
(15), trabajando en ratas Wistar en las etapas agudas y 
subaguda de la enfermedad de Chagas fallaron en 
demostrar una supersensibilidad colinérgica funcional, ante 
la aplicación de agonistas colinérgicos. Nuestros resultados 
en VI, TIV, aurícula y TE corroboran los resultados descritos 
anteriormente, sin embargo; la expresión aumentada del 
RCM en VD, podría estar relacionada con la especie de 
animal utilizada en el protocolo experimental y la etapa de 
evolución de la Enfermedad de Chagas, en nuestro caso 
trabajamos con ratas Sprague Dawley con una infección con 
T. cruzi de mas de 6 meses de evolución.  
 
     Según lo postulado por la teoría autoinmune (4) se 
espera una disminución de los receptores colinérgicos 
muscarínicos, lo que produce una subsensibilidad 
postsináptica del receptor, debido a la acción agonista del 
anticuerpo. En nuestros experimentos no se obtuvieron 
resultados que apoyaran dicha teoría, ya que, se observó 
una aumento de la expresión del receptor colinérgico 
muscarínico. 
 
     En conclusión existe una supersensibilidad colinérgica 
muscarínica en Ventrículo derecho de ratas infectadas con 
T. cruzi,  lo que apoya la teoría neurogénica propuesta por 
Koberle en 1959 (5), sin embargo; factores tróficos locales 
liberados durante el fenómeno inflamatorio podrían 
condicionar la expresión segmentaria del fenómeno. 
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